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A carrier-bound recombinant protein is obtained by expression of a 
fusion protein gene in Gram negative bacteria that codes for at least a hydro- 
phobic, non-Iytic membrane integrating protein domain and for the recombi- 
nant protein, and by expressing a gene that codes for a lytic membrane pro- 
tein from bacteriophages or for a lytic toxin release gene or lytic partial 
sequence thereof, the carrier-bound recombinant protein being recovered 
from the culture medium. The recombinant protein is fixedly incorporated in 
the cell wall complex of Gram negative bacteria by means of a target se- 
quence. Also disclosed arc a recombinant DNA used to produce the protein, 
the process for producing the same and the use of the disclosed carrier- 
bound recombinant protein for immunisation and as a vaccine. 

(57) Zusammenfassung 

Die ErHndung betrifft ein tragergebundcnes, rekombinantcs Protein, 
erhaitlich durch Expression cines Fusionsprotein-Gens in gramnegativcn 
Bakterien, welches fiir mindestens einc hydrophobe, nicht lytisch wirkende 
membraniniegriercnde Proteindomiine sowic das rekombinante Protein ko- 

dieri und eines Gens das fur ein lytisch wirkendes Membranproicin aus Baktcriophagen oder fur ein lytisch wirkcndes Toxinre- 
leasegen oder lytisch wirkender Tcilsequen7.cn davon kodiert und Gewinnung des iragcrgcbundenen rckombinanten Proteins aus 
der Kulturbrtlhe. Das rekombiname Protein wird dabci uber eine Targclsequenz fcst in den Zcllwandkomplex von gramnegaiiven 
Bakterien eingcbaut. Ebenfalls Gegenstand der Crfindung isi einc rekombinante DNA zur Hcrstcllung des Proteins, das Hcrstell- 
verfahren sowie die Verwcndung der erfindungsgemaaen tragergebundcncn rekombinanten Protcine zur Immunisicrung und als 
Vakzine. 
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Traaeraebundene rekombinante Pro teine. Verfahren zur 
Herstelluna und Verwenduna als Imnuno aene und Vakzine 

Die Erfindung betrif ft tragergebundene rekombinante 
Proteine, ein Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre 
Verwendung, insbesondere als Immunogene und Vakzine. 

Die Hauptaufgabe des Inununsystems bei Mensch und Tier 
besteht in der Abwehr und Vermeidung pathologischer 
Schaden, die aufgrund von entarteten Zellen infektiosen 
Viren, Bakterien, Pilzen oder Protozoen entstehen^ Das 
ImmunsysteTa zeichnet sich dadurch aus, daB eine iitutier 
starker werdende Resistenz nach wiederholten Infekten 
mit Krankheitserregern auftritt. Ziel der Immunisierung 
ist es, Abwehrkrafte des Inununsystems gegen bestimmte 
Krankheitserreger aufzubauen, ohne entsprechende 
Krankheiten auszulosen. 

Antikdrper und zellulare T- und B-Lymphozyten, sorgen 
fur die spezifische Abwehr von Erregern. Dabei ist die 
Erkennung fremder Strukturen wie z. B. solcher, die auf 
einer Bakterienzelle vorkommen, eine wesentliche 
Voraussetzung. Je nach Stimulierung des Immunsystems 
kann dabei nach Immunisierung eine zeitlich begrenzte 
Oder eine lebenslange Immunitat gegen Krankheitserreger 
aufgebaut werden. 
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Fur die Qualitat von monoklonalen und polyklonalen 
Antikorpern sowie fur die Wirksamkeit von Vakzinen ist 
es wesentlich, daB die Immunantwori: auf das Antigen in 
ausreichendem Umfang erfolgt* Haufig zeigen jedoch 
virale Antigene oder rekombinante humane Proteine, wenn 
sie ohne weitere Modifikation eingesetzt werden, eine 
schlechte oder gar keine Immunantwort . Aus diesem Grund 
werden diese Antigene haufig an Trager (vorzugsweise an 
Proteine) gekoppelt um die Immunantwort zu verstarken. 
Durch die Bindung der Antigene an den Trager konnen 
jedoch die Antigene im oder in der Nahe der antigenen 
Determinante verandert werden. Dadurch kann die 
Immunantwort betrachtlich geschwacht werden, 

Zur Verbesserung der Immunantwort ist es vorteilhaft, 
solche Antigene in die auBere Membran von Bakterien 
einzubauen und diese Komplexe als Immunogene zu 
verwenden (J, Immunol. 139 (1987) 1658 - 1664, Bacterial 
Vaccines and Local Immunity - Ann. Sclavor 1986, n.1-2, 
pp. 19-22, Proceedings of Sclavo International 
Conference, Siena, Italy, 17-19 November 1986) . Auch 
werden abgeschwachte bzw. abgetotete Erreger (Bakterien 
Oder Viren) , aufbereitete Teilkomponenten von 
Krankheitserregern (Membranproteine von Bakterien, 
Strukturproteine von Viren) oder rekombinante 
Lebendvakzine (Viren oder Bakterien) eingesetzt. 

Ein Nachteil bei der Vervendung von lebenden Bakterien 
Oder Viren als Immunogene fiir die Immunisierung liegt 
darin, dafl eine unerwunschte. krankheitserregende 
Ausbreitung der Keime nicht ausgeschlossen werden kann. 

Durch Abtotung oder Fragmentierung der Bakterien und 
Viren vor Verwendung als Immunogen oder Vakzine 
kann allerdings die antigene Determinante verandert 
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werden, wodurch die Immunantwort deutlich geringer sein 
kann. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, 
Imiciunogene und Vakzine bereitzustellen, die diese 
Nachteile nicht besitzen. 

Diese Aufgabe wird durch ein tragergebundenes , 
rekombinantes Protein gelost, welches erhaltlich ist 
durch Expression eines Fusionsprotein-Gens in 
gramnegativen Bakterien, welches fur mindestens eine 
hydrophobe, nicht lytisch wirkende, 
membranintegrierende Proteindomane sowie fiir das 
rekombinante Protein kodiert und eines Gens, das fiir ein 
lytisch wirkendes Membranprotein aus Bacteriophagen, fiir 
ein lytisch wirkendes Toxinrelease Gen oder fiir 
lytische Teilsequenzen davon (im folgenden als Lyse-Gen 
bezeichnet) kodiert und Gewinnung des tragergebundenen, 
rekombinanten Proteins aus der Kulturbriihe . 

Vorzugsweise wird die Expression des Pusionsprotein- 
Gens und des Lyse-Gens von zwei verschiedenen 
Promotoren (Fig.l) aus gesteuert. Die Expression des 
Lyse-Gens erfolgt vorzugsweise verzogert gegeniiber der 
Expression des Fusionsproteins . 

Durch diese Art der Expression von Fusionsprotein-Gen 
und Lyse-Gen wird erreicht, dafl zunachst eine Vielzahl 
von Fusionsproteinen in die Membran der als 
Wirtsorganismus verwendeten gramnegativen Bakterien 
integriert werden und anschlieBend eine Lyse dieser 
Bakterien erfolgt. Der sonst dichte Zellwandkomplex der 
Bakterien wird dabei so permeabilisiert , da5 die 
cytoplasmatischen Bestandteile der Bakterien freigesetzt 
werden. (Eur. J. Biochem. 180 (1989) , 393 - 398) . Die 
Morphologie der Zellen, beispielsweise die Stabchenform 
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von E.coli Zellen, bleibt erhalten. Es bildet sich 
lediglich in einem abgegrenzten Bereich der Meinbran eine 
Tunnel struktur aus. Die Tunnelbildung wird begleitet 
durch eine Fusion der inneren und auBeren Membran am 
Tunnelrand. Die auf diese Weise entstandenen 
Bakterientiullen stellen die Trager fur das rekoinbinante 
Protein dar und werden im weiteren als Bakterienghosts 
bezeichnet (Fig, 2) . 

Die Bakterienghosts bestehen aus cytoplasmatischer 
(innerer) Merabran, periplasmatischem Raum und auBerer 
Membran, wobei die Integritat des Zellwandkomplexes 
weitgehend erhalten bleibt. Fur Bakterienstamine, die 
zusatzlich eine S-Layer-Schicht (parakristalline 
Proteinschicht aufierhalb der auSeren Meinbran) aufweisen, 
ist diese Proteinschicht ebenfalls Bestandteil der 
Bakterienghosts (Ann. Rev. Microbiol. 37 (1983), 311- 
3 39) . Die Bakterienghosts sind somit Trager der 
rekombinanten Proteine (Inmunogene) und stellen 
gleichzeitig aufgrund ihres Aufbaus (Peptidoglykan, 
Lipopolysaccharid) das Adjuvans zur Verstarkung der 
Immunantwort dar. 

Als Wirtsorganismen sind alle gramnegativen Bakterien, 
vorzugsweise gramnegative Krankheitserreger wie z.B, 
Escherichia coli, Bordetella pertussis, Campylobacter 
nijuni, Corynebacterium diphteriae, Legionella 
pneumophilia. Listeria monocytogenes, Pseudomonas 
aeruginosa. Shigella dysenteriae. Vibrio cholerae, 
Yersinia enterolitica geeignet ( Schaechter, M, H. 
Medoff, D. Schlesinger, Mechanisms of Microbial Disease. 
Williams and Wilkins, Baltimore (1989) ) • 

Die erf indungsgemafien tragergebundenen, rekombinanten 
Proteine eignen sich iiberraschend gut als Immunogene, 
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wobei es zu ausgepragten Immunantworten und sehr hohen 
Antikorper-Titern kommt. 

Ein besonderer Vorteil ergibt sich dadurch, daS das 
rekombinante Protein direkt nach der Expression in die 
Membran der Bakterien integriert und so die 
Tragerbindung hergestellt wird, Damit erubrigt sich die 
Isolierung des rekoinbinanten Proteins als solches vor 
Herstellung des Iitmunogens . Da es zudem fur die 
Herstellung von inmunogenhaltigen Bakterienghosts 
ausreichend ist, wenn einige hundert bis zur maximal 
moglichen Anzahl (ca. 50000) rekombinante Antigene in 
die Membran der Bakterienghosts integriert sind, 
erubrigt sich eine uberexpression des rekombinanten 
Proteins. 

Ein weiterer Vorteil des erf indungsgemafien Verfahrens 
besteht darin, daB sehr viele antigene Epitope im 
Zellwandkomplex der Bakterienghosts prasentiert werden. 
Es hat sich gezeigt, daB die Target sequenz en fur die 
rekombinanten Proteine bestimmte Bereiche innerhalb des 
Bakterienzellwandkomplexes zur Integration bevorzugen. 
Diese Bereiche stellen hauptsachlich Adhasionsstellen 
der inneren und auBeren Membran dar und stehen mit der 
Zellteilung der Bakterien in Verbindung. Dadurch kommt 
es zu keiner uniformen Verteilung des rekombinanten 
Proteins sondern zu inselartigen Anreicherungen 
innerhalb des Zellwandkomplexes (vgl. Fig. 2d) . Die 
gehaufte Anordnung der rekombinanten Proteine innerhalb 
eines relativ kleinen Bereichs (cluster) hat den 
Vorteil, dafl Immunglobulin-tragende B-Zellen zur 
Poliferation angeregt werden. Zum anderen wirkt das in 
den Bakterienhiillen vorhandene Lipopolysaccharid als 
Mitogen und lost ebenfalls ein Signal zur Zellteilung 
aus. Damit erhalt man eine effektive Stimulation der B- 
Zell-spezif ischen Produktion von Immunglobulinen. 
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Welter hat sich gezeigt, daS die erf indungsgemaBen 
tragergebundenen , rekombinanten Proteine in ihren 
naturlichen Proteinstrukturen und damit in aktiver Form 
in die Bakterieninembran integriert sind. 

Dies ist besonders iiberraschend, da iiblicherweise 
rekombinante Proteine nach Expression in Prokaryonten 
als inclusion bodies (vgl. EP-A 0219 874, WO 89/03711) 
in inaktiver Form erhalten werden und erst anschlieBend 
durch Denaturierung und Renaturierung in die aktive Form 
iibergefulirt werden konnen. 

Als rekombinante Proteine geeignet sind alle dem 
Fachmann gelaufigen Proteine, Besonders bevorzugt werden 
Humanproteine und Antigene, insbesondere virale Antigene 
verwendet. Ihre GroBe ist nicht begrenzt. Vorzugsweise 
betragt das Molekulargewicht der Antigene aber 2 000 bis 
200000 Dalton. 

Besonders bevorzugt weist das rekombinante Antigen 
antigene Strukturen von humanen Viren und Retroviren wie 
z.B. von HIV; HBV und EBV auf. 

Die hydrophoben, nicht lytisch wirkenden und 
membranintegrierenden Proteindomanen werden im weiteren 
als Targetseguenzen bezeichnet. Bevorzugt sind als 
Targetsequenzen komplette Sequenzen oder Teilsequenzen 
von Membranproteinen, die jedoch auch durch 
Arainosaureaustausche modifiziert sein konnen ♦ Ein 
solcher Aiistausch darf jedoch die Struktur des 
entsprechenden Proteins nicht verandern. 
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Vorzugsweise werden solche Targetsequenzen verwendet, 
die - im Unterschied zu Signalsequenzen von anderen 
Membranproteinen- durch in der Membran vorkommende 
Proteasen (z. B. Signalpeptidase und Proteasen des 
periplasinatischen Raums) nicht gespalten werden. 
Targetsequenzen Jconnen beispielsweise durch 
Proteinengineering aus natiirlich vorkommenden 
Sequenzen des Lysisgens der PhiX174 Phagengruppe (fiir N- 
tenninales Targeting) sowie aus den natiirlich 
vorkommenden Sequenzen des Lysisgens der MS 2 
Phagengruppe (fiir C-terminales Targeting) abgeleitet 
werden . 

Als Targetsequenz eignet sich vorzugsweise eine 
hydrophobe alpha-helicale Proteindomane aus 14 bis 2 0 
Aminosauren, die N- und C- terminal von jeweils 2 bis 
3 0 beliebigen Aminosauren flankiert sein kann. 
Vorzugsweise kann an diese Proteindomane mindestens eine 
weitere Proteindomane gebunden sein. Die Bindung erfolgt 
vorzugsweise iiber flexible Linkersequenzen. Unter 
flexiblen Linkersequenzen sind hydrophile 
Aminosauresequenzen mit 2 bis 100 Aminosauren, 
vorzugsweise mit 2 bis 3 0 Aminosauren, und mit 
ungeordneter Sekundarstruktur zu verstehen (Turn- und 
Random Coil-Sequenzen) . 

Die weiteren Proteindomanen, die an die erste 
Proteindomane gekoppelt sind, konnen analog wie die 
erste Proteindomane aufgebaut sein. Es ist jedoch 
bevorzugt, daii mindestens eine der weiteren Domanen eine 
B-Faltblattstruktur besitzt und aus 10 bis 16 
Aminosauren, vorzugsweise 11 bis 13 Aminosauren, 
aufgebaut ist. Solche B-Faltblattstrukturen gleichen 
vorzugsweise in ihrem Aufbau und ihrer Sekundarstruktur 
ampipathischen Proteinsequenzen, die in Porinen der 
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auBeren Membranen vorkoitimen. Fixr ein N-terminales 
Targeting ist es bevorzugt, solche Targetsequenzen zu 
verwenden, welche die Aminosauren 1 bis 54 von Protein E 
aus dem Phagen PhiX174 enthalten (im weiteren als E'- 
Sequenz bezeichnet) und nicht lytisch wirken. Fiir ein C- 
terminales Targeting ist es bevorzugt, Targetsequenzen 
zu verwenden, welche die Aminosauren 21 bis 75 von 
Protein L aus dem Phagen MS2 enthalten (im weiteren als 
L' -Sequenz bezeichnet) und nicht lytisch wirJcen. 
(Sequenzen vergleiche EP-A 0 291 021) . Ebenso geeignet 
sind Sequenzen, die sich aus den genannten Sequenzen der 
E- und L-Targetsequenzen durch einen homologen 
Aminosaureaustausch, der keine Veranderung der 
Proteinsekundarstruktur verursacht, ableiten. 

Unter Membranproteinen von Bacteriophagen sind 
vorzugsweise Membranproteine von Bacteriophagen der 
Klasse Mikroviridae , vorzugsweise von icosahedralen, 
lytischen und ssDNA enthaltenden Phagen, die 
Enterobacteriacae infizieren konnen, zu verstehen. 
Beispiele hierfiir sind die Phagen PhiX174, S13, G4, GS, 
G14, PhiA, PhiB, PhiC, PhiR, welche E. coli C Stamme 
infizieren konnen. Ebenso geeignet ist alphas, welcher 
E. coli C und E. coli B Stamme infizieren kann. Ebenso 
geeignet sind die Phagen KS , St-1, PhiK, PhiXtB und U3 , 
welche E. coli K12 Stamme infizieren konnen ( Sinsheimer 
R.L. (1968) in: Prog. Nucl . Acid Res. Mol . Biol 
(Davidson J.N. & Cohn W.W. , eds) Vol.8, Academic Press, 
New York & London, pp. 115-169; Tessman E.S. & Tessmann 
I. (1978) in: The single-stranded DNA Phages (Denhardt 
D.T., Dressier D. & Ray D.S., eds.) Cold Spring Harbor 
Press, Cold Spring Harbor, pp. 9-29; Hayashi M. , Aoyama 
A., Richardson D.L. & Hayashi M.N. (1987) in: The 
Bacteriophages, pp. 1-71) . 
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Als lytisch wirksame Membranproteine sind vorzugsweise 
Lyseproteine aus den genannten Bakteriophagen sowie 
andere Toxin-release Gene wie Colicin Lysegen 
(Microbiol. Sciences 1 (1984) 168-175 und 203 -205) 
geeignet • 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm ist an das 
rekombinante Protein ein nicht kovalent bindender 
Bindungspartner fiir dieses Protein, an den 
gegebenenfalls noch weitere Substanzen kovalent oder 
nicht kovalent gebunden sind, gebunden. Beispiele fiir 
Bindungspaare, deren Partner als Bindungspartner 
geeignet sind, sind beispielsweise Biotin - Streptavidin 
bzw. Avidin, Hapten - Antikorper, Antigen - Antikorper, 
Konkavalin - Antikorper, Zucker - Lectin, Hapten - 
Bindeprotein (z.B. Thyroxin bindendes Globulin und 
Thyroxin) oder Oligopept id-Ant ikorper. 

Bevorzugt wird als bindendes Paar Streptavidin bzw. 
Avidin und Biotin eingesetzt. Besonders bevorzugt wird 
als iinitiobilisiertes, rekombinantes Protein Streptavidin 
bzw. Avidin verwendet und daran biotinyliertes Antigen 
gebunden . 

Weiter ist es bevorzugt als rekombinantes Protein ein 
Protein zu verwenden, das einen cheinischen Liganden 
erkennt. Beispiele hierfur sind 3-Galactosidase/p- 
Aminophenyl-B-D-thiogalactosid (ein Strukturanaloges der 
Lactose), Gene 29 (1984) 27-31. Durch die Erkennung des 
aktiven Zentrums der fi-Galactosidase ohne eine Spaltung 
des Substrats, werden derartig substituierte Produkte an 
die Bakterienghost gebunden. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine 
rekombinante DNA, die eine erste DNA-Sequenz (DNA- 
Targetsequenz) , welche fiir mindestens eine hydrophobe, 
nicht lytisch wirkende membranintegrierende 
Proteindomane codiert, eine zweite DNA-Sequenz (DNA- 
Proteinsequenz) , die fiir ein rekombinantes Protein 
kodiert, sowie eine unter davon getrennter Kontrolle 
stehenden DNA-Sequenz (DNA-Lysegen) , die fiir ein lytisch 
wirkendes Membranprotein aus Bacteriophagen oder ein 
lytisch wirkendes Toxin-release-Gen oder fiir deren 
lytisch wirkenden Teile kodiert, enthalt. 

Als DNA-Targetsequenzen werden DNA-Sequenzen bevorzugt, 
welche fiir das L'- Protein oder Protein kodieren. 

Ebenso geeignet sind DNA-Sequenzen, die fiir von diesen 
Proteinen abgeleiteten Aiuinosauresequenzen mit gleicher 
Sekundarstruktur kodieren. Diese Sequenzen sind 
vorzugsweise durch DNA-Sequenzen verbunden, die fiir 
hydrophile Proteindomanen mit 2 bis 3 0 Aminosauren und 
ungeordneter Sekundarstruktur codieren. 

In einer bevorzugten Aus fiihrungs form enthalt die DNA- 
Lysesequenz die DNA-Sequenz des E-Proteins, 
die DNA-Sequenz des L-Proteins oder die DNA-Sequenz des 
EL-Hybridproteins (Sequenzen vgl. EP-A 0 291 021) • 
Ebenso geeignet sind Teilsequenzen davon, die lytisch 
wirken • 

Die DNA-Proteinsequenz ist vorzugsweise die DNA-Sequenz 
eines viralen Antigens (z. B. HIV, HBV, EBV) oder eines 
rekombinanten Humanproteins . 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren 
zur Herstellung eines tragergebundenen , rekombinanten 
Proteins, welches dadurch gekennzeichnet ist, daii in 
gramnegativen Bakterien ein Fusionsprotein, welches 
mindestens eine hydrophobe, nicht lytisch wirkende, 
membranintegrierende Proteindomane sowie ein 
rekombinantes Protein enthalt und ein lytisch 
wirkendes Membranprotein aus Bakteriophagen oder 
eines lytisch wirkenden Toxinrelease Gens oder 
lytisch wirkender Teilsequenzen davon exprimiert 
werden und das tragergebundene , rekoinbinante Protein 
aus der Kulturbriihe gewonnen wird.Die Transformation und 
Expression kann nach den dem Fachuiann gelaufigen 
Verfahren erfolgen. Vorzugsweise erfolgt die 
Transformation durch Elektroporation oder Konjugation. 

Vorzugsweise wird wahrend der Fermentation zunachst die 
Aktivitat des lytischen Proteins inhibiert oder die 
Expression des Lysegens reprimiert und erst zu einem 
gewiinschten Zeitpunkt, vorzugsweise in der spaten 
logarithmischen Phase, die Inhibierung oder Repression 
aufgehoben. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird das 
so gewonnene tragergebundene, rekombinante Protein mit 
einem gegebenenf alls derivatisierten Bindungspartner fur 
das Protein inkubiert und das entstandene Konjugat 
isoliert. Als Bindungspartner sind die oben genannten 
Partner der Bindungspaare geeignet. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm werden die 
Gene von mindestens zwei verschiedenen rekombinanten 
Proteinen erf indungsgemafl exprimiert. Dadurch konnen 
Immunogene oder Vakzine erhalten werden, die mehrere 
antigene Strukturen aufweisen. Besonders bevorzugt ist 
es hierbei, als rekombinante Proteine die antigenen 
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Detenninanten von verschiedenen Viren oder Retroviren 
(z.B. HIVl, HIV2, HBV und EBV) 2u verwenden. Zur 
Expression konnen diese Gene in einem Expressionsvektor 
entweder als offener Leserahmen in 3«-Richtung nach dem 
Gen der Targetsequenz angeordnet sein oder es kann fur 
jedes 2U exprimierende rekombinante Protein ein eigener 
Vektor verwendet werden. In diesem Fall ist es jedoch 
erforderlich, daB die Vektoren mit jeweils anderen 
origins of replication und anderen Resistenzgenen 
versehen sind. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren 
zur Herstellung von Antikdrpern, welches dadurch 
gekennzeichnet ist, daB ein Saugetier mit einem 
tragergebundenen , rekombinanten Protein, welches 
erhaltlich ist durch Expression eines Fusionsprotein in 
gramnegativen Bakterien und welches mindestens eine 
hydrophobe, nicht lytisch wirkende membran-integrierende 
Proteindomane sowie das rekombinante Protein enthalt, 
gegebenenf alls dazu verzogerter Expression eines lytisch 
wirkenden Membranproteins aus Bacteriophagen oder eines 
lytisch wirkenden Toxin-release Gens oder lytisch 
wirkender Teilsequenzen davon immunisiert wird und 
die Antikorper aus dem Serum oder der Milz nach 
bekannten Verfahren gewonnen werden. 

In einer bevorzugten Aus fuhrungs form werden B- 
Lymphozyten der immunisierten Tiere in Gegenwart von 
transf ormierenden Agenzien mit einer geeigneten Zellinie 
fusioniert, die Zellinie, welehe die gewiinschten 
Antikorper produziert, kloniert und kultiviert und aus 
den Zellen oder dem Kulturiiberstand die monoklonalen 
Antikorper gewonnen. 
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Es hat sich gezeigt, daB das erf indungsgemafie Verfahren 
besonders zur Herstellung von viralen Immunogenen , wie 
z.B. HlV-Iimnunogenen, HBV-Immunogenen, geeignet ist. 

Ebenso hat sich iiberraschenderweise gezeigt, daB 
rekombinante Antigene, die bei der Expression in 
Prokaryonten liblicherweise in inaktiver Form als 
refractile bodies anf alien (z.B. Humanproteine wie tPA 
Oder G-CSF) bei der Expression nach dem 

erf indungsgemafien Verfahren in ihrer Aktivitat und damit 
in ihren antigenen Strukturen erhalten bleiben. Damit 
erweist sich das erf indungsgemaBe Verfahren als 
besonders vorteilhaft bei der Herstellung immunogener 
rekombinanter Humanproteine. 

Ein weiterer Gegenstand der Erf indung ist die Verwendung 
der erf indungsgemaBen tragergebundenen rekombinanten 
Proteine als Impfstoffe (Vakzine) und zur Stimulierung 
von T-Lymphozyten. 

Die erf indungsgemaBen Impfstoffe konnen in iiblicher 
Weise hergestellt und verwendet werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren 
zur Herstellung von Impfstoffen unter Verwendung der 
erf indungsgemaBen tragergebundenen, rekombinanten 
Proteine. Die Herstellung dieser Impfstoffe kann nach 
den bekannten Methoden durchgefiihrt werden. Bevorzugt 
wird jedoch das tragergebundene, rekombinante Protein 
zunachst lyophilisiert und anschlieBend, ggf . unter 
Zusatz von Hilf sstof f en, suspendiert. 

Es ist weiter bevorzugt, das Vakzin als multivalentes 
Vakzin zu formulieren. Hierzu kann das erf indungsgemaBe 
tragergebundene rekombinante Protein mehrere an der 
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Membran des Bakterienghosts iininobilisierte rekombinante 
Antigene enthalten. 

Die Impfung mit dem erf indungsgemaBen Vakzin kann auf 
die jedem Fachmann gelaufigen Methoden erfolgen, 
beispielsweise intradermal , intramuskular , 
intraperitoneal, intravenos, subkutan, oral und 
intranasal. 

Zur intramuskularen oder siibkutanen Gabe kann das Vakzin 
beispielsweise in physiologischer Kochsalzlosung 
suspendiert sein. Zur intranasalen oder intraoccularen 
Applikation kann das Vakzin, beispielsweise in Form 
eines Sprays oder einer waBrigen Losung angewendet 
werden. Fur lokale, beispielsweise orale Gabe ist es 
haufig erf orderlich, die Immunogene zeitweise gegen 
Inaktivierung zu schiitzen, beispielsweise gegen 
saccharolytische Enzyme in der Mundhohle oder gegen 
proteolytische Enzyme im Magen, Ein derartiger 
vorixbergehender Schutz kann beispielsweise durch 
Verkapselung der Immunogene erfolgen. Diese Verkapselung 
kann beispielsweise durch Uberziehen mit einem 
Schutzmittel (Mikroverkapselung) oder bei Einbettung 
einer Vielzahl von erf indungsgemaBen Immunogenen in 
einen schiitzenden Trager (Makroverkapselung) erfolgen. 

Das Verkapselungsmaterial kann semipermiabel sein oder 
beim Einbringen in den menschlichen oder tierischen 
Korper semipermiabel werden. Ublicherweise wird fiir die 
Verkapselung eine biologisch abbaubare Substanz als 
Trager verwendet. 
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Die nachfolgenden Beispiele, Abbildungen und 
Sequenzprotokolle erlautern die Erfindung waiter. 

Fig.l zeigt schematische Darstellungen der Plasmide 
pkSELS, pMLl und pMTVl 

Fig. 2 Schematische Darstellung eines Bakterienghosts , 
als Trager rekombinanter Proteine 

a) Langsschnitt durch ein gramnegatives Bakterium 
(om: auBere Membran; pp: periplasmatischer 
Raum, im: innere (cytoplasitiatische) Mebran, cp: 
Cytoplasiaa) . 

b) Ausbildung eines transmembranen Lysetunnels. 

c) Durch den Lysetunnes ausstrdmendes Cytoplasma- 

d) Bakterienghost mit Fusionsproteinen, die im 
Zellwandkoinplex iiber Targetsequenzen verankert 
sind. 
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Beispiel 1 

N-terminales Membrantargeting fur HIV 1 gp41. 

Aus dem Plasmid pHF14 wird ein HIV 1 spezifisches DNA- 
Fragment durch einen partiellen HincII/PvuII Verdau als 
ein 1445bp DNA-Fragment isoliert. Das Fragment enthalt 
die gesamte Sequenz von gp41, (345 Codons von gp41) 
Linker Sequenzen, die letzten 45 Codons von gpl20. Es 
entspricht den Nucleotiden 4 bis 1448 aus SEQ ID NO: 1. 

Nach Linearisieren von Plasmid pKSELS (SEQ ID NO: 6) mit 
AccI und Auffiillen der iiberhangenden DNA-Enden mit 
Klenow Polymerase wird das HIVl spezifische DNA-Fragment 
mit diesem linearisiertem Plasmid ligiert. Das 
entstandene Plasmid wird mit pHIEl bezeichnet und 
enthalt in frame eine Fusion einer Teilsequenz des E- 
Gens (E • -Targetsequenz) von PhiX174 mit dem oben 
genannten HIVl-Fragment , wobei das natiirliche stoppcodon 
des HIVl env-Gens erhalten bleibt. 

Beispiel 2 

N- sovie C- terminales Membrantargeting von HIVl gp41. 

Aus Plasmid pHF14 wird durch HincII-Verdau ein 1059 bp 
HIVl spezifisches DNA-Fragment isoliert. Dieses Fragment 
enthalt 5'-seitig Linker Sequenzen gefolgt von 45 Codons 
aus gpl20 sowie 3 01 Codons von gp41. Es entspricht den 
Nucleotiden 4 bis 1062 aus SEQ ID N0:1. Nach 
Linearisieren von Plasmid pKSELS mit AccI und nach 
Auffiillen der iiberstehenden DNA-Enden mit Klenow 
Polymerase wurde das HIVl spezifische DNA-Fragment mit 
diesem Vektor ligiert. Das entstandene Plasmid pHIE3 
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enthalt eine in frame Fusion einer Teilsequenz des E- 
Gens (E ' -Targetsequenz) mit einer HIV Teilsequenz und 
einer Teilsequenz des L-Gens ( L' -Targetsequenz) . 



Beispiel 3 

C-terminales Membrantargeting von HIVl gp41. 

Aus Plasmid pHF14 wird mit Sail und Hindi ein 1061 bp 
DNA-Fragment isoliert. Dieses Fragment enthalt 5'-seitig 
Linker Sequenzen gefolgt von 45 Codons gpl20 sowie 3 01 
Codons gp41* Es entspricht den Nucleotiden 2 bis 1062 
aus SEQ ID NO: 1. Nach Entfernen der E'-Sequenz aus dem 
Plasmid pKSEL5 durch Xhol/Accl-Verdau werden mit Hilfe 
von Klenow Polymerase die iiberstehenden DNA-Enden des 
Vektors und des isolierten HIVl Fragment aufgefiillt und 
ligiert. Das entstandene Plasmid pHIES enthalt eine in 
frame Fusion der ersten 5 Codons des lacZ-Gens, 
Polylinker Codons, gpl20/gp41 Codons und Polylinker 
Codons gefolgt von der L* -Targetsequenz . 
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Beispiel 4 

C-terminales Meinbrantargeting von Streptavidin • 

Das 498 bp mit Klenow Polymerase aufgefiillte Xbal- 
Fragment (FXaStrpA, Nucleotid 2 bis 499 von SEQ ID NO: 2) 
aus pFN6 wird in das Plasmid pKSEL5,aus welchein das E'- 
Gen-Fragment durch Schnitt mit HincII/XhoI deletiert 
wurde, in die aufgefullten Schnittstellen ligiert. Das 
erhaltene Plasmid wird mit pAV5 bezeichnet. Damit ergibt 
sich im Plasmid pAV5 eine in frame Fusion der ersten 5 
Codons des LacZ-Gens, 2 6 Aminosaurecodons aus der 
verbleibenden Polylinker Sequenz sowie der 
Aminosauresequenzen des FXaStrpA-Anteils gefolgt von der 
L ' Targetsequenz . 

Beispiel 5 

N-terminales Membrantargeting von Streptavidin. 

Aus Plasmid pFN6 wird nach BamHI-Verdau das 5*-seitig urn 
eine Faktor Xa-Proteasen-Schnittstelle erweitertes 
Streptavidin-Gen als 511 bp Fragment isoliert- Es 
enthalt Nucleotid 14 bis 524 aus SEQ ID NO: 2. Dieses 
DNA-Fragment wird nach Auffiillen der Enden mit Klenow 
Polymerase in die aufgefiillte Xbal Schnittstelle des 
Vektors pKSEL5 zwischen die E'und L' Targetsequenzen 
integriert. In Plasmid pAVl ist damit in frame eine Gen- 
Fusion aus der E ' -Targetsequenz und der FXaStrpA-Sequenz 
erfolgt. Die 3 ' -seitig des Streptavidins vorkommenden 
Stoppcodons bleiben durch die vorgenommene Klonierung 
erhalten. 
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Beispiel 6 

N- und C- terminales Membrantargeting von Streptavidin, 

Die in Plasmid pAVl hinter dem Streptavidin-Gen 
vorkommenden Stoppcodons 5 ' -TAATAA-3 • warden durch die 
Deletion eines 3 3bp groBen DNA-Fragments, das durch 
partiellen Hindi und nachf olgenden Xbal Verdau erzeugt 
wird, entfernt. Die Streptavidinspezif ische DNA-Sequenz 
enthalt Nucleotid 14 bis 499 aus SEQ ID N0:2» Nach 
Auffiillen der Plasmid-Enden init Klenow Polymerase und 
Religation, fusioniert die auf dem Vektor enthaltene L'- 
Targetsequenz in frame an die E ' -Targetseguenz und die 
FXaStrpA-Seguenz (Plasmid pAV3 ) . Das entsprechende 
Genprodukt verftigt damit iiber eine N- sowie C-terminale 
Targetsequenz . 

Beispiel 7 

N-terminales Membrantargeting von B-Galactosidase, 

Aus dem Plasmid pMC1403 (J. Bacteriol. 143 (1980) 971 - 
980) wird mit Hilfe von PstI und Dral ein 3124 bp DNA- 
Fragment (SEQ ID NO: 3) isoliert und gerichtet in die 
PstI und Nrul Restriktionsstellen des Plasmids pKSELS 
ligiert. Das entstandene Plasmid pLZl enthalt die ersten 
54 Codons der E ' -Targetsequenz , 13 Linker-Codons und 
1015 Codons des LacZ Gens, Das fiir Plasmid pLZl 
verwendete Pstl/Dral-Fragment erstreckt sich im 
Sequenzprotokoll SEQ ID NO: 3 von Nucleotid 2 6 bis 
einschlieBlich 3149 und umfaBt 3124bp. 
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Beispiel 8 

N- und C- terminales Membrantargeting von B- 
Galactosidase • 

Aus Plasmid pMC14 03 wird das 3 010 bp LacZ DNA-Fragment 
(PstI - EcoRI, Nucleotide 2 6 bis 303 5 aus SEQ ID NO: 3) 
isoliert und in die Pstl/Hindlll Restriktionsstelle von 
pKSELS nach Auffiillen der EcoRI bzw. Hindlll Enden 
gerichtet integriert. Damit ergibt, sich in dem so 
erhaltenen Plasmid pLZ3 eine Fusion in frame der E*- 
Targetsequenz mit dem LacZ-Gen und der L* -Targetsequenz . 

Beispiel 9 

C-terminales Membrantargeting von fi-Galactosidase. 

Plasmid pLZ3 wird mit EcoRI und partiell mit AccI 
verdaut. Dadurch wird die E ' -Targetsequenz entfernt. Das 
Fragment enthalt die Nucleotide 2 9 - 3 03 5 aus SEQ ID 
NO: 3 und ist 3 007 bp lang (nach Auffiillen der EcoRI- 
Schnittstelle) . Nach Auffiillen der iiberstehenden DNA- 
Enden des Vektors und Religation ergibt sich der Vektor 
pLZ5 in welchem ein lacZ-L' -Fusionsgen vorliegt und 
dessen Genprodukt iiber C-terminale Membrantargetsequenz 
verf iigt . 
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Beispiel 10 

Herstellung der tragergebiindenen rekombinanten Proteine 
uber die Plasmide pMTVl (SEQ ID NO:4) , pkSEL und pMLl 
(SEQ ID NO: 5) . 

Auf den Plasmiden pMTVl und pMLl befindet sich eine 
Lysekassette, bestehend aus dem Lainbda cI857 Repressor- 
Gen, dem rechtsseitigen Lambdapromotor/ Operator System 
pR sowie dem PiiiX174 Lysegen £• 

Die Integration des Fremdgens kann in der multiple 
cloning site mcs 2 fur pMTVl oder pkSELS (Fig.l) 
erfolgen. Dabei wird in analoger Weise wie in den 
Beispielen 1-9 beschrieben vorgegangen. 

Beispiel 11 
Fermentation und Lyse 

Das Plasmid wird in E. coli K12 (DSM 2093) integriert 
und die Kultur im Schiittelkolben bis zu OD 0,8 - 1,2 bei 
600 nm angezogen, wobei die Expression des Lysegens E 
durch CI857 Repressormolekule reprimiert ist (Eur, J. 
Biochem. 180 (1989) 393 bis 398) . Durch 
Temperaturerhohung auf 42 wahrend der exponentiellen 
Wachstumsphase der Bakterien erfolgt die Expression von 
Gen-E durch thermische Inaktivierung der-cI857 
Repressormolekule. Die durch Protein E verursachte Lyse 
von E. coli setzt je nach Kulturmedium (Voll- oder 
Minimalmedium, unter Beliiftung im Schiittelwasserbad) der 
Bakterien zwischen 10 bis 3 0 min nach Temperaturerhohung 
ein. Nach weiteren 10 bis 30 min ist die Lyse 
vollstandig. 
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Beispiel 12 

Modifizierte Protein E-Lyse. 

Es wird wie in Beispiel 11 kultiviert^ wobei jedoch 3 0 
min. vor Temperaturerholiung von 28 'C auf 42 das 
Kulturmedivm durch Zugabe von Magnesiximsulf atlosung auf 
0,2 mol/1 Magnesiumsulf at gebracht wird. Dies verhindert 
trotz Expression von Gen E die Lyse der Bakterien. 

3 0 min, nach Temperaturerhohung werden die Zellen durch 
Zentrifugation geerntet. Durch Resuspension des 
Zellpellets in niedermolarem Puffer (PBS^ 1 inmol/1 
Phosphatpuf fer, 1 bis 10 nmol/l Tris - HCl pH 6 - 8) 
Oder Wasser erfolgt eine sofortige Lyse der Zellen. Die 
dabei anfallenden Zellhiillen werden als Bakterienghosts 
bezeichnet. Bei diesen Bedingungen, die einer 
Kombination von Protein E-Lyse und osmotischem S chock 
entsprechen, wird eine groBere Lysestruktur in den 
Bakterien erreicht. Die Morphologie der Bakterienghots 
bleibt auch unter diesen Bedingungen weitgehend 
erhalten. 

Zur Reinigung werden die Bakterienghost 2 x mit PBS oder 
0,9 % NaCl gewaschen (resuspendieren und zentrif ugieren) 
und gef riergetrocknet . 
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Beispiel 13 
Immxmi s i erung 

10^ Keime (ensprechend 1 mg Bakterienghosts 
Trockengewicht) pro Maus warden in 0,9 % NaCl 
intraperitonal 4 x in monatlichen Abstanden zur 
Inmunisierung gegeben* 8 Tage nach der let z ten 
Immunisierung wird Serum gewonnen und die Antikorper 
werden isoliert. 



Beispiel 14 

Bindung von biotinyliertem HBc-Antigen 

Nach Beispiel 4 hergestellte Bakterienghosts , in die 
Streptavidin uber Targetseguenzen integriert ist, werden 
lyophilisiert. 1 mg dieses Lyophilisats wird 10 ml einer 
Losung von 2 0 ig/ml eines Konjugats aus Hepatitis B 
core-Antigen und Biotin (hergestellt durch Reaktion von 
HBcAg mit N-Hydroxysuccinimid-aktiviertem Biotin) in 4 0 
mmol/1 Phosphatpuffer, pH 7,4, 3 0 min inkubiert und 
anschlieflend mehrfach mit 4 0 mmol/1 Phosphatpuf f er , pH 
7,4, gewaschen, Auf diese Weise wird ein 
tragergebundenes HBcAg-Immunogen erhalten, das zur 
Immunsierung und Gewinnung von Antikorpern verwendet 
werden kann. 
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SeauenzprotQkDl3-e 



SE3Q ID NO:l 

ART ECR SBQCIEHZiNucleotidsequenz 
SBgUENZIANGE:1451 Basenpaare 



HIVl(gpl20/gp41) 



SIKANGFtXM:Einzelstrar^ 



gtogacctgc 
TGGAGAACTG 
ACGAAGGCAA 
TTCCITGGCT 
GEACAGGCCA 
ATIGAGGGCC 
AGAATCCIGG 
TCTGGAAAAC 
CIGGAACAGA 
AGAAGCTTAA 
GAATTATIGG 
CICTGCTATA 
TTIGCICTAC 
ACXXIACCrCC 
GZ^GAGAGA 
GATCIGOGGA 
AC3GAGGATIG 
CrCCIACAGT 
GdATAGCAG 
GCCATIOGCC 
gggtggcaag* 
SLcgsgctgdig 
agcaatcaca 
agaggaggag 
caaggcagct 



aggcatgcaa 
AATTATMAA 

TCTIGGGAGC 
GACAATEATT 
AACAGCATCr 
CTGTGGAAAG 
TCATITGCAC 
TTIGGAAIAA 
TACACIOCIT 
AATTAGAIAA 
TAAAAITAIIT 
TITCEATAGT 
CAAACCOGAG 
GAGACAGATC 
GCCICTGCCr 
TGGAACITCr 
ATIGGAGrCA 
TAGCIGAGGG 
ACATAOCEAG 
tggtcaaaaa 
ccagcagcag 
agtagcaata 
gaggtgggtt 

g 



gctGATCTTC 
AXATAAAGIA 
GGTGCAGAGA 
AGCAGGAAGC 
(STCrGGTAIA 
GTTGCAACrC 
ATACCEAAAG 
CACTGCTGIG 
CNTGkCCIGG 
AATIGAAGAA 
ATGGGCAAGT 
CATAATGATA 
GAAEAGACTT 
GGGACCOGAC 
GATTCGATrA 

crrcAGCiAC 

GGGAOGCAGG 
GGAACTAAAG 
GACAGATAGG 
AAGAAXAAGA 
gtagbgbggk 
atggggtggg 
c^agcagctac 
ttccagtcac 



AGACdGGAG 
GTAAAAATIG 
GAAAAAAGAG 
ACEATGGGOG 
GIGCAGCAGC 
ACAGTCTGGG 
GATCAACAGC 
CCrrGGAAIG 
AIGGAGTGGG 
TOGCAAAACC 
TICTGGAATT 
G?rAGGAGGCr 
AGGCAGGGAT 
AGGCCOGAAG 
GIGAAOGGAT 
CAC!OGCnGA 
GGGIGGGAAG 
AATAGIGCIG 
GTTATAGAAT 
CAGGGCrrOG 
tggatggoct 
agcagtatct 
caatgcogat 
acctcaggta 



GAGGAGATAT 
AACCATTAGG 
CAGTGGGAAT 
CAGOCTCAAT 
AGAAGAATIT 
GCATCAAGCA 
TCCIGGGGAT 
CEAGTTGGAG 
ACAGAGAAAT 
AGCAAGAAAA 
GGITEAACAr 
TGGTAGGnr 
ATTCACCAIT 
GAATAGAAGA 
OCITAGCACr 
GAGACITACr 
CCCTGAAAEA 
TEAACITGCr 
TAGrCACAAGC 
AAAGGATITr 
gcbgtaaggg 
C3gagacct:ag 
tgtgcttggc 
cctttaagac 



GAGGGACAAT 
AGEAGCACXX: 
AGGAGCITIG 
GAOGCIGAOG 
GCIGAGGGCr 
GCrCCAGGCA 
TIGGGGITGC 
TAATAAATCT 
TAACAATTAC 
GAATGAACAA 
AACAAATIGG 
AAGAATAGTT 
AiaSTTTGAG 
AGAAGGTGGA 
TATCIGGGAC 
CTIGATICTA 
TTGGIGGAAT 
CAATGCCACA 
AGCITATAGA 
GCEATAAgat 
aaagaatgag 
aaaaacatgg 
tagaagcaca 
caatgactta 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1451 



In GroSbuchstaben dargestellt ist. der C-Ttenrninus von gpl60 von HIVl 
(Originalkoordinaten des BH8-KLons: 7199 bis 8372 (nach Ratner et al, 
1985)) . Nacii den 45 letzten Codons des C-Terminias von gpl20 (5'- 

ATCnCAGA GAAAAAAGA-3 ' ) folgen die 345 Codons des gp41 ( 5'- 

GCAGIGGGAA TiTiGCEAIAA-3 ' ) . 5'-seitig der KEVl-Sequenz erstreckt 

sich der fur die folgenden KLonierungen verwendete Polylinker. 

Referenz: Ratner, L. , Haseltine, W. , Patarca, R*, Ldvak, Starich, 
B. , Josephs, S.F. , Doran, E.R. , Rafalski, J.A. , VJhitehom, E.A. , 
Baumeister, K. , Ivanoff, L- , Petteway, Jr. S.R,, Pearson, M.L. , 
Lautenberger, J.A. , Papas, T.S., CSirayeb, J., Chang, N.T. , Gallo, R.C., 
Wong-Staal, F. 1985. Ccaiplete nucleotide sequence of the AIDS virus, 
HTLV-III. Nature 313: 277 - 284. 
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SBQ ID NO:2 

ART EER SBQUEHZiNucleoticasequenz (FXa-Strpa) 
SBQOTIJZIANGE:525 Baser^aare 

SSSMXSFCXKz Einzelstrang 



CNA sequence FJCa-StrpA 525 b.p. ccaiplete sequence ; 

tctagaacta gtggatccat cgagggtagg tctAIGGACC aSTOCAAGGA CTOCAAAGCT 60 
CftGGTITCIG CaGCOGAAGC TOGEMXACT GGCACC3X3CT AIAACCAACT GGGGICGhCT 120 
TTCATIGTCA aXSCTOGIGC GGAOGGAGCT CIGACTGGCA OCIAaSAATC TGOSGTIGGT 180 
AAOGCAGAAT CCOGCTAOSr ACIGACIGGC asnftTCACT CTGCACdGC CACC3GATGGC 240 
TCIGC3IACCX3 CICTOGGCIG GACTGIGGCT TGGAAAAACA AdAICGTEAA TGOSCACAGC 300 
GCCACTACXST GGTCIGGCCA ATACXHTCGC GCTGCTCAGG CrOSTATCAA CACICAGIGG 360 
CIGITAACAT CCGGCACTAC OGAAGOGAAT GCMGGAAAT OSACACTAGT AGCTCMXSAC 420 
ACCrriACCA AAGITAAGCX: TTCIGCrGCr AGCATTGAIG CTGCCAAGAA AGCAGGCGEA 480 
AACAAOGGTCA ACXXTCEAlSA OSCIGITCAG CAAIAAtaag gatcc 525 

In GroBbuchstaben dargestellt ist die Streptavidinsequenz (Argarana et 
ai. 1986) . Die fur die FaJctor Xa-Spaltstelle Ile-Glu-Gly-Arg kodierende 
ENA-Sequenz 5'-atogagggtagg-3 ' reicht in der hier aufgefiihrten Sequenz 
von NuJcleotid 19 bis 30. 

Referenz : 

Argai^na, C.E., Kuntz, I.D. , Birken, S., Axel, R. , Cantor, Qi.R. 1986. 
Molecular cloning and nucleotide sequence of the streptavidin gene. 
Nucl. Acids Res. 14 (4): 1871 - 1882. 
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wo 91/13155 



-26- 



PCT/EP91/00308 



SBQ ID NO: 3 

ART EER SBQDENZ:Nucleotidsequenz (lacZ) 
SECf^tKZLStKIE : 3 152 Basenpaare 

STRANGEXXMiEinzelstrang 

ATCACCATCA TEAOGAATTG CTGCAGGTOG AOGGATCCOS TOGTTITACA AOCTOCTGAC 60 
TGGGAAAACC CIGGOGnTAC CCAACITAAT aSCCTIGCAG CAGATCCCXX: TITOGCCAGC 120 
TGGGCTAMA GC3GAAGAGGC CaGGACCGAT OSCCCITCCC AACACTIGaG CS^GCCIGAAT 180 
GGOGAMGGC GCTrTGOCIG GTTICaGGCA CCAGAAGOSG TGCOGGAAAG CIGGCIGGAG 240 
TCXXSATCTTC CTGAGGOCXSA ThCIGICJIC CTCCCCTCAA ACIGGCAGAT GCAOGGTIAC 300 
GMX3C3GOCCA TCTACAOCAA OCTAACCTAT CCrATTAOGG TCS^ATCCGCC GTITCITCCC 360 
ACX3GAGAMX: OESAOGOGTrG TJACTOGCIC ACATITAATC TTGATCAAAG CIGGCIACAG 420 
GAAGOXAGA CGOGAAITAT TlTiGAIGGC GITAACrOGG OGITrCATCr GIQUGCMiC 480 
GGGOGdGGG TOGGTEAOGG CXAGGACAGfT CrSTrrGCOGT CIGAATTIGA CXTIGAGOGGA 540 
TiTi'iACGOG CaSGAGAAAA COGCCIOGOG GrGATOGIGC TGOGTrOGAG TGACJGGCAGT 600 
TATCTGGAAG ATCAGGATAT GrDGGOGGATG AGOGGGATIT TCXDGTIGACCT CTOGriTGCIG 660 
GA3AAACC3GA CTACACAAAT GAGOGATTrC CMCTTGOCA CIOGCriTAA TGATCATITC 720 
AGOOGC3GCIG TACTGGAGGC TCAAGTIGAG AICTGaSGOG AGTTGCJGnGA CTACCEAOGG 780 
GTAACAGnr CiTlATGGCA GGGTIGAAAOG CAGCTCXSOCA GOGGCACOGC GCCTITOGGC 840 
GGTCAAATTA TOGATGAGOG TGCrTOCTTAT GCOGATOGOG TCACACTAO; TCIGAAOGnC 900 
GAAAACCOSA AACIGIGGAG C3GCX33AAATC CaSAATCTCT AXCCTTOOGCT GGITGAACIG 960 
CACACCGOCG AOGGGAOGCT GAITGAAGCA GAAGCXJCGOG AICTOGCTTT COGOGAGGriG 1020 
CGGATTGAAA AIGGTCTGCT GCIGCIGAAC GGCAAGCOCT TGCTGATrOG AGGC3CTrAAC 1080 
OZDCAOGAGC ATCATOCTCT GCAIGGTGAG GTCAIGGATC AGCAGAOGAT GGIGCAGGAT 1140 
ATCCIGCIGA TGAAGCAGAA GAACTITAAC GCOGflGaSCr GITOGCATEA TCOGAACGAT 1200 
CXDGCICTGCT ACAOGCIGIG CGAOOGCEAC GGCdCTATC TGGTCGAIDGA AGCCAATATT 1260 
GAAACXXAOG GCA!rGGrrGOC AATCAJOCCT CTGACXXaTC ATCOGOGCIG GCThCCGCCG 1320 
AaXSAGOGAAC GOGTAAOGOG AATOGTCCAG OGOGATCXJCA ATCACCC3GAG TC?IXSATCATC 1380 
TGGTOGCIGG GGAAIGAATC AGGCCACGGC GCEAATCAOG AOGOSCIGIA TOGCIGGATC 1440 
AAATCIGTCG ATCCITCOCX; CXX3GGIGCAG TATCAAGGOG GC3GGAGC0GA CACCAOGGCC 1500 
ACOGATATTA TITGOCXDGAT GEAOGOGOGC GIGGAIGAAG ACGAGCCCIT CCCX3GCICTG 1560 
CXDGAAATCGT CCATCAAAAA AlGGCriTOG CEACCIGGAG AGAQSOGCCX: GCTGATCCIT 1620 
TGOGAATAOG CXXIACGOGAT GGCTAACAGT CITGGaGGnT TOGCEAAATA CIGGCAGGOG 1680 
TITOG?rCACT ATCCCa?37rT ACAGGGOGGC TIOGTCIGQG ACTGGGriGGA TCACTOGCIG 1740 
ATTAAAIAIG AIGAAAAOGG CAAOCOG?IGG TOGGCITAOG GOGGriGATIT TGGC3GATA0G 1800 
CC3GAA0GATC GCCftCTTCIG TA3GAA0GCT CIGCJIX7ITIG COGACC3GCAC GCC3GCATCCA 1860 
GOGCIGACGG AAGCAAAAGA CCAGCAGGAG TITITCCAG?r TCULTITIA TC OGGGCAAACC 1920 
ATOGAAGTCA CGAGOGAATA CXTOITCOGT CAIAGOSATA AOGAGCTCCr GCACIGGATC 1980 
GTCGCXSCIGG AIGCTAAGCX: GCIGGCAAGC GGTCAACrGC CrCTGGATCT OSCTCCACAA 2040 
GGTAAACACT TGATIGAACT GCCTGAACEA CX33CAGOCX3G AGAGOGOOGG GGAACTCIGG 2100 
CTCACAGrAC GOGTACTGGA ACSOGAAOGOG ACOGCATGGr CAGAAGCOGG GCACATCAGC 2160 
GCCIGGCAGC AGIGGCGTCT GGOSGAAAAC CTCAGTICTGA OGCTCCOCaGC aSOGTCXXAC 2220 
GCCATCCOGC ATCIGACCAC CAGOGAAAIG GATITTIGCA TOGAGCTGGG TAAIAAGCCT 2280 
TGGCAATITA AOOGCCAGTC AGGCiTiCTi' TCACAGATGT GGAITGGOGA TAAAAAACAA 2340 
CTGCTGACXSC CI^CIGCXSOGA TCAGTTCACC CCTCCACC3GC TGGATAAOGA CATIGGOGTA 2400 
AGIGAAGC3GA CODGCATIGA CXXTAAOGCC TGGC?IOGAAC GCTGGAAGGC GGOSGGCCAT 2460 
TACCAGGCCG AAGCAGOGTT GnTGCAGriGC AOSGCAGAIA CAGTIGCIGA TGOGGIGCIG 2520 
ATTAC3GACC3G CTCAOGOJDG GCAGCATCAG GGGAAAACCT TATTEATCAG COGGAAAACC 2580 
TACOGGATIG ATCCTAGTIGG TCAAA3GGOG ATIACXDGTIG ATCTTGAAGrT GGOGAGCSGAT 2640 
ACACOGCATC CGGOGOGGAT TGGCCIGAAC TGCCAGCIGG OGCAGGTEAGC AGAGOGGGTA 2700 
AACIGGCIOG GATEAGGGCC GCAAGAAAAC TATCCOGACC GCCITACTGC CX^CCTGriTTT 2760 
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ri^rrrv-Tt^GG ATCTGCGftTT GICftGACATC TMAOCXXCT AOG?rCITCCC GAGOSAAAAC 2820 
SS^G SaATTCAAT TMGGOXAC ACCAGIGGOG OGGaGAOT;C 2880 
^SSS TCAGcScS CAGICAACAG CAACTGMGG AAACCAGCCA TOGCCMCTG 2940 
S^SSS AA^SgSc A3X3GCIGAAT AIOGAOSGIT TCCAIftTGGG GATIGGIGGC 3000 
SSSSS ^^CcStC ACTATOSGOG GAATTCCAGC TGAGOGCOGG TOGCTACCAT 3060 

AAAATAAtaa taacogggca ggccatgtct gcccgtattt 3120 
cgogtaagga aatccattat gtac±attta aa 

In GroBbuchstaben ist die ENA-Sequenz fvir das lacZ-Gen aus Plasmid pMC 
1403 dargestellt. 

peferenz : Casadaban, M. J. , Qiou, J., QSien, M-S. 1980. I" ji^ro g^e 
SsSS^that ioin an enzymatically active fi-galactosidase segment to 
SSSS^SSai SaSl^fof exogenous proteins: Escherichia colx plasmxd 
^SS^^e detection and clonir^g of translational initiation 
signals. J. Bacterid . 143: 971 - 980. 
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SBQ ID ND:4 

ART EER SBgUEHZrNucleotidseqaenz (pMIVl) 
SBQPE2{ZIANGE:5314 Baserpaare 

SERSNGPCrairEixizelstrang 



AAATICTAAA OSTEAMaTT AGACKEAATT TATOCTCAAG TAAGGGGCXE AAGCCCCIGC fin 
A^AAATT GITCAOCAOC TACaiACXaA AGAOGAGOGC CTITAOGCIT GCXOTIACTA 120 
C3Cia3CAAa3 GCTGCXSGAOS AaaOGGOGA CSOSOCAGAAC CTTITnACC TTEftGA^ 1 sn 
ACATCACTOC TimxaOCT AATITITCAC If^ 
CNJIGinCC TGCXSOSCACA OGCAAOSEAA AOGOSAACaA TTCAGOGGCT TaACOGSc 300 
GCTOSAOKX: ATiaAIAAlG TITIO^^ 
TITGAA3GIT GAOSGGftTCA ACAIAAIAAG 
CAGGAAAGOS AGGGEATOCX; ACaAAGira 

narriarzf'an^ anarv^r^rrrv^Ti /-m»^^»m^ v!!rf^r*'^ xwwiuLit-AGC 



480 



ATCAAGOGGT TATSEATCCAG OOSTCACITA GAAGIGACTA TGAsScOCT G^ScTC lOsS 
ATCTTCAGGC AGGGATCITC TCACCTAAGC TEAGAACX^TT TACCA^S' StcStS? J"?!n 
GA^^G^ CACAAOCAAA AAAGCCAOIG AITCIgES? S^S^ SoO 
ATTOCATCAC CJGCACCAACA GGCIDCAAGC CAAGCTITCC TCAOSGAATC TEAMTCTOG 1260 
TIGAOCCTCA GCAGGCTGIT GAGCCAGGTG AITICIGCAr AGoSgACTT gS^SS ^to 
AGITEACXTr CAAGAAACIG ATCAGGGAIA GCEGTCAGGr GmTEACAA cScTAAACC 1380 
CACACTACXIX: AA3GATCCCA TCCAATCAGA GnCTTCCGT TCIGGGGAAA G^^G^ Ull 
GTCAGIGGCC TCAAGAGA03 TITCGCTCAT CGGCAAGC3IG TKTCCTOGG ScSSSJ ^500 
ATAACAATIG AGCAAGAATC TTCATOGAAT TAGGGGAATT TTCA?^ tS^S Hsi 
ACAIAGTEAAA TCGATIGAAT TATCAAGAAT GCTTTITATC CGACTEACXE ^AAA^ ^620 
AAAGGGAAAG A TACTIGAA G AOGAAAGGGC AimCTEAA AATIOSCgS S^^iS iSo 
TAAATCAGCT CAITITITAA OCAAIAGGCC GAAAIQGGCA AAAlS^ TA^^S lllo 
GAAIAGAOOG AGATAGGGTT GAGnCTTOIT CGACTITCGA ACAAGAGTCC SeA^S^ lloo 
AAOGriGGACr CCAAOCTCAA AGGGOGA AAA AOGGTCEATC AGGGOGATCG CO^^ ^860 
G^CCATCAC CCEAATCAAG TnTITCGGG -laSAGGIGOC GEAAAGCACT A^OoS 0 
CCEAAAGGGA GCCaXGATT TAGAGCITGA GGGGGAAAGC QSGOGAAOCT GgSaG^ ^^80 
GAAQGGAAGA AAGOGAAAGG AGOSGGOGCE AGGGGGdGG ^GTO^ GGT?^^ 2040 
^OTEAACCA OCACACCXGC OGOGCITAAT GaSCOGCEAC AGGGCGCGIC cSttSS llto 
TTCAGGCEAC GCAACICTIG GGAAGGGOGA TOSGIGaSGG CCTCrTCGCr ATIAoScS 2^60 
CIGGOSAAGG GGGGATCTGC TGCAAGGOGA. TEAAGITCGG TAAOGCCAGG GmTCOCAG 2220 
TCAOGAOGIT GEAAAAOGAC GGCCACTGAA TTOEAATAOG ACTCACEAIA GGGCGaSiG 2280 
GAGCTOCACC GOGGTCGOGG COGCTCEAGr ATCGIGCACT CTCACTACAA Si^SS 23^0 
TGCX3GCAIAG TEAAGOCAGT AIA3ACACIC OGCEATOGCE ACXnCACTCG 2400 
OGCCCX3GACA CX30GQCAACA CXXGCIGACG CGCCCIGAOG GGCITCTdG CTO^gSt 2460 
C0GCITAC3^ ACAAGCICT3 AOOCTCTOOG GGAGCIGCAT GTCTCAGAGG TITlScOCT 252n 
CATCAC03AA ACX30G0GAGG CAGTAAGCTC GGATCCITIG TGAGCAAITC GTCCCTtSg 2580 
TAAGCAATIG CICTAAACTC GTCACICTGC GGATCACCGC TTCCAGEAGC GAcSaAgS 26^0 
AnCATIGGT AAATITOGAG AGAAAGATOG OGAGGAAGAT CAATACATAA AGACTI^ 2700 
TTCnTCITC TCITOGACAT GGGEAATCCT CATCITIGAA IGGCCCTAGA GG^G^ 2760 
AAGCTIGCAT GCCTGCAGC?! OGACICEAGA GGA3CCC0GA CGCTOGACXSC ^^aS 28^0 
GTITrCCCTA AATTCAGOGC CITCXMGAT GAGACAGGCC GnTCAATOT tSacgSg 2880 
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AACATAATAA GCAAIGAOGG CAGCAATAAA CTCAACAGGA GCAGGAAAGC GAGGGTATCC 2940 
CACAAACnCC AGOGTIACCAT AAAOGCAAGC dCAAOSCAG OGAOGAGCAC GAGAGOSCTC 3000 
AGTAGCAATC CAAACTITCr TACICGrrCAG AAAATOGAAA TCMCITOGG TIA AATCCAA 3060 
AAOGGCAGAA GCCIGAAIGA GAATTOGAOC TOGAGGGGGG GOCXDGGnACC CAGC i'mia'!' 3120 
TCCCmiACT GAGGGTITAAT TCXXSAGCTIG GOSEAATCAT GCTCATAGCT (mTCCIGIG 3180 
TCAAATICTT ATCOGCTCAC AATICCACAC AAGAIAGGAG CC3GGAAGCAT AAAGTCTAAA 3240 
GCCIGGGGTC CXITEAATGAGT GAGGTAACTC ACATEAATIG OGriTGaSCrC ACTSCCOGCT 3300 
ITCCAGiaGG GAAACCICTC GTGCCAGCIG CATEAATCAA TOGGCCAAO; C^GOGGGGAGA 3360 
GGQG GiTll^ C GriATIGGGOG CTCTrCCXSCr TCXHCGCICA CIGACTOGCT GOGCTOGCTC 3420 
GTroGGCIGC GGOGAGGGGrr ATCAGCTCAC TCAAAGGOQG TAAIAOGGIT ATCCACAGAA 3480 
TCAGGGGAIA AOSCAGGAAA GAACAICTGA GCAAAAGGCX: AGCAAAAGGC CAGGAACCCT 3540 
AAAAAGG0C3G OJITGCIGGC GITITI CCAT AGGCTOGGCX: OCXXTCAOGA GCATCACAAA 3600 
AATOGACGCT CAAGrTCAGAG GTGGCXSAAAC COGAGAGGAC TATAAAGAIA CCAGGOICTC 3660 
CXXXXTGGAA GCTCCCiail GOGCTCTCCr CTTOOGAOCC TGCCGCTIAC OGGAIACCIG 3720 
IXXX^CCrrrc TCCXTITOGGG AAGOGriGGOG CZTTCTCAAT GCTCACGCIG TAGGEATCTC 3780 
AGTTOGGrrGrr AGGrOGirOG CIOCAAGCIG GGCrGTCTGC AOGAACXXXX: OCJETCAGCCC 3840 
GACCXKnGC3G CXTTTATCOGG TAACEATOGT CTIGAGTCGA ACCCX3CTAAG ACAOGACTTA 3900 
TOGCCACIGG CAGCAGCCAC TGCTEAACAGG ATEAGGAGAG CXSAGGEATGr AGGOGCTGCT 3960 
AGAGAjEHTCT TCAAGIGGIG GCCEAACEAC GGCEACACEA GAAGGACACT ATTIGCTATC 4020 
TG03CICIGC TGAAGOCAGT lACCITOGGA AAAAGAGITG GTIAGCrCTIG ATCOGGCAAA 4080 
CAAACCACGG CIGGEAGOSG TG GlTlTm ' GTTIGCAAGC AGCAGATEAC GOGCAGAAAA 4140 
AAAGGAICrc AAGAAGATCC TITGATCITr TCEAOGGGCT CIGAOGCTCA GTCGAAOGAA 4200 
AACICACGIT AAGGGAITIT GGTCATGAGA TEATCAAAAA GGATCITCAC CCAGATCCTT 4260 
TTAAATTAAA AATGAAGITr TAAATCAATC TAAAGEATAT AIGAGEAAAC TTGGTCTGAC 4320 
AGITACCAAT GCITAATCAG TGAGGCACCT ATCTCAGC3GA TCTCTCTATr TCX^ITCATCC 4380 
ATAGrriGOCr GACIGOCXCT C3G?ICTAGAIA ACIAC3GATAC GGGAGGGCIT ACCATCIGGC 4440 
CCCAGTCCIG CAATCATACC GOGAGACCCA OGdCACXDGG GTOCAGATTr ATCAGCAATA 4500 
AACCAGCCAG OOGGAAGGGC OGAGCX^GAGA AGIGCTCXriG CAACTITATC GGOCTOCATC 4560 
CAGOXnanA ATTGTIGCOG GGAAGCEAGA G?IAAGnAGnT CGOCAGnAA TAGITIGOGC 4620 
AACXjnCTIG CXaTTGCEAC AGGCATOG?IG GIGTCAOSCr CCTCX?mGG TATCGCITCA 4680 
TTCAGCrcC3G G Tl lXXAAQG ATCAAGGOGA GTIACAIGAT OCXXXATOIT GIGAAAAAAA 4740 
GOGGnTAGCr CXrrrOGGrCC TCXDGATOGTT GTCAGAAG?IA AGTIGGCXJSC AGTCTEATCA 4800 
CTCATGCITA TGGGAGCACT GGATAAITCT CITACTGrrCA TGCCATCXDGT AAGAIGCITT 4860 
TCTGIGACIG GIGACTACrC AAOCAAGTrCA TTCDGAGAAT AGPTGnAIGOG GOGACOGAGT 4920 
TGCICTTGCC aSGOGTCAAT AOGGGATAAT ACXX30GCCAC ATAGCAGAAC TTTAAAAGTG 4980 
ClXATCATrG GAAAAOGITC TT0GGGGC3GA AAACICTCAA GGATCITACC GCTGTIGAGA 5040 
TCCAGrnOGA TCTAACCXIAC TOGTGCACXX: AACTGATCTT CAGCATCTIT TACTITCACC 5100 
AGOGITICTG GGTGAGCAAA AACAGGAAGG CAAAATGCCX; CAAAAAAGGG AAIAAGGGOG 5160 
ACAOGGAAAT GITGAAIACr CAIACTCITC ClTiTICAAT ATTAITGAAG CATITATCAG 5220 
GGITATIGIC TCATGAGOGG ATACATATIT GAAroEATTT AGAAAAATAA ACAAATAGGG 5280 
GTrCGGOGCA CATITCXXOG AAAAGTGCCA CCTG 5314 
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SEQ TD ND:5 

ART EER S^QOENZzNucleotidsequenz (F^^) 
SBQQE21ZLANGE:7641 Baserpaare 

sn«NGEt3M:Eixi2elstrang 

GAOGCXDGGGC AAGAGCAACT aSGTTOGCXXSC ATAGACEATr CTCAGAATCA CTiajETCAG 60 

TACTGACXZAG TCACAGAAAA GCATCITAaG GMGGCSaXSA GAGEAAGAGA ATEATCGAGT 120 

GCTCCGATAA CXMXSAGnGA TAACACTGCX; GCCAACITAC TTCTGACAAC GATOGGAGGA 180 

OCX3AAGGAGC TAAOOGCTTT TTTGGACAAC MGGGGGATC AIGTAACTOS CXTIGATOGT 240 

TGGGAAOOSG AGCTCAAIIGA AGCXMAOCA AAOGAOSAGC GTCAC3^C!CAC GAIGOCIGCA 300 

GGAATCGCAA CAACXnTCOG CAAACTATIA AdGGOGAAC TACTEACTCT AGCTICCOGG 360 

CAAGAATEAA TAGACIGGAT GGAGGOGGAT AAAGITGGAG GACX3^CrrCT GCGCTCCGCC 420 

CrrcXEGCrG GCIGGrrrAT TGCTSATAAA TCTGGAGCXB CTGAGOSIGG CriCroGCGGT 480 

ATCATTGCAG CACIGGGGCC AGATOGTAAG OCXTIOOOCTA TCCTftGrEAT CTAGAOGACC 540 

GGGAGTCAGG CAACTAIGGA TGAAOGAAAT AGACAGATOG CIGAGAIAGG TGCCTCACIG 600 

ATTAAGGATr GGTAACICTC AGAOGAAGTT TACTCATATA TACITEAGAT TGAITEAAAA 660 

CITCALLTiTr AATTEAAAAG GATCEAGGTIG AAGAIOJi'iT TrGAIAATCT CATCACCAAA 720 

ATCXXTEAAC GIGACTTITC CJTIOCACrGA GOGnCAGACC CXZLTAAIAAG AIGATCITCT 780 

TGAG ATCCTT TIGGrDCTGOG CGIAATCTCT TGCTCIGAAA AC3GAAAAAAC OGCCTIGGAG 840 

GGOGGrmr asAAGGrrcr ciga gctaq c aact citiga acosaggeaa ciggcitcga 900 

GGAGOGCACT CACCAAAACT IXJICCITICh GnTEAGOCIT AAOCX3GOGGA TCACITCAAG 960 
ACEAACTCXT CTAAATCAAT TAOCAGIGGC TGCTGOCAGT QGIG CnTl G CAICTC m C 1020 
C3GGCTTQGAC TCAAGAOGAT ACTTACX23GA TAAQGOGCAG OGGrCISGACr GAAOGGQGGG 1080 
TrOGTCCATA CAGTICCAGCr TGGAGC3GAAC TCCXHACXDOG GAACTGAGIG TGAGGCGTCG 1140 
AATGAGACAA AOGCGGCGAT AACAGOGGAA TCACAOOQCT AAA0CX3AAAG GGAGGAACAG 1200 
GAGAGOGGAC GAGGGAGOCX3 CXaGQOGAAA OGOdGGTAT CTITATAGrC CrorOGGGIT 1260 
TC3GC?CACXAC TGATTIGAGC GICAGATITC GTGATCCTIG TCAGQGQGGC GGAGCCTAIG 1320 
GAAAAACX3GC TrrGOOGOOG OOCTCTCACr TCXXTTCTTAA CTMCTICCT GGCATCTTCC 1380 
AGGAAATCTC OGCXXXCTTC GEAAGCXZATT TGOGCrOGOC GCAG?rC3GAAC GACCXSAGOGT 1440 
AGOGAGTCAG TGAGO GAGGA AGC3GGAATAT ATCCICTATC ACATATTCIG CTIGAOGGACC 1500 
GGTCCAGCCT 'iTiTlCTOCT GOCACAIGAA GCACITCACr GAGAOXTCA TCAGIGCCAA 1560 
CATACTAAGC CAGTATACAC TOOGCEAGOG dXSAQGTCIG CCTOCTGAAG AAGGICTIGC 1620 
TCACTCATAC CAGGCCTGAA TOGCCXXaTC ATCX2AGCCAG AAACTGAGGG AGCCACX3GIT 1680 
GAIGAGAGCT TiUl'lUIlAGG TGGACXftGTT GGTIGAITriG AA LTlTl GCr TIGCCAaGGA 1740 
AOGGTCTGOG TIGTO GGGAA GATCOSIGAT CIGATCCTTC AACTCAGCAA AACTTOGATr 1800 
TATTGAACAA AGCCAOGriTG TCTCICAAAA TCTCTCAICT TACATIGCAC AAGATAAAAA 1860 
TATATCMCA TGAACAATAA AACTGTCIGC TIACSffiAAAC AGTAATAGAA GGGGICTEAT 1920 
GAGCXATATT CAAOSGGAAA CGICTIGCrC GAGGCX^GOGA TEAAATTCCA AGAIGGATCC 1980 
TGATITAIAT GGGTATAAAT GGGCTOGOGA TAATCTOGQG CAATCAGGTC OGACAATCEA 2040 
TCCATICTAT GQGAAGCCOG AIGOGCXS^ Ui'ilaTi ' ilJiG AAACATCGCA AAGGTAGOCT 2100 
TGCCAAIGAT GITA CAGATC AGATCGTCAG ACEAAACIGG CIGAOGGAAT TEAIGCCTCT 2160 
TCOGACCATC AAGCATITEA TOOGTEACrCC TCAIGAIGCA TOGnTACTCA CGACIGOGAT 2220 
CCCOGGGAAA ACAGCMTCC AGGEATEAGA AGAATATCCT GATrCAGGTG AAAAEATICT 2280 
TGATGOGCIG GCNSLX^VrCC TGCGCCGGTT GCAITOGATE CGTCTTIGEA ATTGICCTIT 2340 
TAACAGOGAT O GOGEAT ITC GICTOGCTCA GGOGGAATCA OGAAIGAATA AGGGITIGGT 2400 
TGATCC3GACT GATnT GATC AOGAGCGEAA TGGCIGGCCT GTIGAACAAG TCIGGAAAGA 2460 
AATGCATAAG CTlTll^O CAT TCTCACOGGA TICAGTOGTC ACTCATCGrTG ATITCICACr 2520 
TGATAACdT ATITnGAOG AGGGGAAATE AAIAGGITGT ATIGATCriG GACGAGTOGG 2580 
AATOGCAGAC OGATACCAGG ATCTIGCCAT OCEATCGAAC TGCXTTOGGIG AGTTITCrcC 2640 
TlXZ ATEAC AG AAAOGGCTTE TTCAAAAATA TGGTAITGAT AATCCIGATA TGAATAAATT 2700 
GCAGTITIXZAT TTGATCCTOG ATCAGTITIT CEAATCAGAA TIGGrEAATT GGTIGTAACA 2760 



ERSATZBLATT 



wo 91/13155 



-31- 



PCT/EP91/00308 



CIGGGAGAGC ATE?^a3CIGA CnGAOGGGA CGGOOGCTTT GTIGAAIAAA lOGAACTlTl' 2820 
GCTGAGITGA AGGATCAGAT CAGGCATCIT CCXDGACAAOG CAGACOGTrC OGTCGCAAAG 2880 
CAAAAGITCA AAATCAOCAA CIGGTCCAOC TACAACAAAG CTCTCMX^A CCGIGGCTCC 2940 
CTTCACITrcr GGCIGGMGA TGGGGOGATT CAGGOCIGGT AIGAGTGAGC AAGACJCITCr 3000 
TCAOSAGGCA GACCTCAGOG CTCAAAGKIG CAGGGCTAAA AGdAACOSC ATdnACOG 3060 
ACAAGGCSOC OGGCAGITCA ACAGATOGGG AAGQGCIGGA TTTGCTCAGG ATCAAGGTDGG 3120 
AGGAAGGIGA TGriXaTTCrG GTIGAAGAAGC TOGACXDSTCT TGGCOGOGAC ACC3GCC3GACA 3180 
TGATOCAACr GATAAAAGAG TTTGATGCTC AGGGTICTAGC GGTTOGGriT ATIGAaiACX; 3240 
GGATCAGEAC CEAOGGIGftT AIGGGGGAAA TGGIGCTCAC CATCXrECTOG GCD3IGGCAC 3300 
AGGCIGAAOG CXX^SAGGATC CAGITOGAIG TAAOOCACTC GIGCACOCAA CIGATCITCA 3360 
GCATCrrTTA CrrrCACXaG OSrTrCTGGG TCAGCAAAAA CAGGAAGGGA AAATGCOGCA 3420 
AAAAAGQGAA TAAGGGOGAC AGGGAAAICT TGAATACTGA TACTCITCCT TTrTGAATAT 3480 
TATTGAAGCA TTIATCAGGG TEAl'lt^iCTC AIGAGOjGAT ACAOZAITIGA ATCEATTEAG 3540 
AAAAAIAAAC AAAIAGGGGT TOOGOGCACA TTTCXXXDGAA AAGTIGCXS^CC TGAOGTCIAA 3600 
GAAACCAITA TEAICATCAC ATEAAOCEAT AAAAATAGGC GEATCACXSAG GOOL'iTlXJCjr 3660 
CTICAAGrCAT ClTlXXXJi'lT ATnTIGCIG aQGEAACTOG CATAAAAACC ATICTrCAIA 3720 
ATTGAATOGA TITACEAaCT TAIGTTCTGA GGGGAGIGAA AATTCXXXJCA ATTOGAIGAA 3780 
GATICITGCr CAAITGTEAT GAGCEAIGOS OOGACXZAGAA CAOCTIGOOG ATGAGCCAAA 3840 
a?ICrCITCA GGCX3VCIGAC TAGOGATAAC TITCXXXACA AOGGAAGAAC TCTCaiTGCA 3900 
TGGGATCATT GGGEACIGIG GCJITEAGTGG TIGTAAAAAC ACXTIGACGGC TATCXXIDGAT 3960 
CAGTrrCITG AAGGEAAACT CATGACOCXX: PASTCIGGCT ATCCAGAAAT CACCTCGCTC 4020 
AACAGCCnGC TCAGGGTCAA CXSAGAAITAA CATTCGGrCA GGAAAGCTIG GCTIGGAGCC 4080 
TCTTCGrTGOG GTCATCGAAT TAOCTTCAAC CTCAAGCCAG AATCCAGAAT CACIGGCnT 4140 
TrrOCTTGIG CITA03CATC TCTCCGGATC ACCTTIGGEA AAGGITCIAA GCITAGGIGA 4200 
GAACATOQCT GCCJDGAACAT GAGAAAAAAC AGGGTACTCA TAdCAdTC TAAGTCAOGG 4260 
dGCATACIA ACajCTlCAT ACATCTOGTA GATITCTCTC GOGATTGAAG GGCEAAATTC 4320 
TTCAAOGCEA ACTTIGAGAA TTTTICTAAG CAAaXSOGGOG TEATAAGGAT TTAATCGATT 4380 
GATGCCATTA AAIAAAGCAC CZAOGOCIGA CTGOOCXATC OCXATCITGT CrGOGACAGA 4440 
TTCCrOGGAT AAGOCAAGIT CAlLTiTiCiT TrTITCATAA ATIGCTITAA GGOGACCTGC 4500 
GTCCTCAAGC TGCTC T ICT G TTAATGCTIT CTlTiTlUlG CTCAIACCTr AAATCTATCA 4560 
COGCAAGGGA TAAATA3CTA ACAOOG?IGaG TGriTGACEAT TTEACCTCIG GOGGTCATAA 4620 
TGGITGCATG TACTAAGGAG GTICTAIGGA ACAAC3GCAIA AOCCIGAAAG ATEATCCAAT 4680 
GOGdnGGG CAAACCAAGA CAGCEAAAGA TOCTctagCE AGAATTCAGG CTTCEGCCXJr 4740 
TTIGGATITA ACX3GAAGA3G ATITOGAnT TCIGAGGACT AAGAAAGm GGATTGCTAC 4800 
TGACOGCTCT OTIGCrOGrrC GCTG OLri ' IG A GGCrrGOGTT TATCGrEAOGC TGGACITICT 4860 
GGGATACCXT CCCTTrOCIG CTQCIGITGA GTTTATIGCr GCOGTCATTG CTEATEATGT 4920 
TCATCCC3GTC AACATTCAAA GGGCCICTCT CATCAIGGAA GGaSCTGAAT TEAC3GGAAAA 4980 
CATEATEAAT GGOGTrOGAGC GTOGGGITAA AGOOGdGAA TTOITOGOGr TEACCTTGOG 5040 
TCEAOGOGCA GGAAACACIG AOGITCTEAC TGAOGCAGAA GAAAAOGTGC GTCAAAAATT 5100 
AOCJIGOGGAA GGAGaXSAICT AA3CTCEAAA GGTEAAAAAAC GTTCrGGOGC TOGCCCTGCT 5160 
CXJIOOGCAGC OGTrGCXSAGG TACEAAAGGC AAGOGTEAAAG GaSCiajTCT TTCGEATGEA 5220 
GCTGGTTCAAC AATITEAATr GGAGGGGCIT OGGCOCXTEA CTIGAGGAEA AATEATCTCT 5280 
AATATTCAAA CIGG0GCX3GA GOGEATCCOG CATGACX:nT CCCATCTIGG CITCCriGCr 5340 
GGrTCAGATTG GIOGTCTEAT TAOCATITCA ACEACTOOGG TTATOGCIGG CXaACTCCTrC 5400 
GAGAIGGAOG C CUVIG GCGC TCKXCTCTE TCTCCPHTGC GICJIGGCCT TCCEATTGAC 5460 
TCEACICTAG ACA ITITIA C TiTiTATCTC CCTCATOGTC AGGTITATCG TGAACAGTGG 5520 
ATEAACTTCA TGAAGGATGG TXJTEAATCCC ACTCCTCTCC OGACTGITAA CACIACrGGI 5580 
TATATTGACC AIGCGGCnT TCTIGGCAC3G ATEAAOCCTG AIACCAATAA AATCCCIAAG 5640 
CA ITIUITI C AGGGTEATTE GAATATCEAT AACAACEAIT TTAAAGOGCC GTrGGAIGCCT 5700 
GACOGEAOOG AGGCEAACCC TAAIGAGAAT TCTCATCITr GACAGCTEAT CATOGATAAG 5760 
CnTAATCOG GEAGrrTEATC ACAGTEAAAT TGCEAAOGCA GTGAGGCACX: GIGTATGAAA 5820 
TCEAACAATC OGCTCATOGE CATCCTOGGC ACOGTCACCC TGGATGCTGT AGGCATAGGC 5880 
TTOGTEATCC aSGTACIGCX: GGGCCTCnG OGGGATATOG TCCATTCOGA CAGCATOGCC 5940 
AGrrCACEATG GOJTGCrGCr AGOGCEAIAT GOGTrGATCC AATITCEATC aSCACCXCTT 6000 
CIOQGAGCAC TGTCOGACOG CTnGGCOGC OGCCCAGTCC TGCTOGCTrC GCEAGTEGGA 6060 
GCCAC7EATGG ACEAOGOGAT CATGGGGACC ACACCXCTCX: TGrTGGATCCC GATCAGCAGG 6120 
TGGAAGAGGG ACIGGATTCC AAAGTrCTCA ATGCiGCTlG CTGITCTrGA ATCGGGGGTC 6180 
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GmGAOGACE ACATCGCIOG NTIGGCGCGA 
CX3CCXDGGC3GG CAACOGAGOG TTCIGAACAA 
AT0GCC3GGAT CIGAATIGCr AIGTITAGIG 
AATTGGriTAT GICTTITGGG GGCX3MXDCTG 
AGCftlAAACT GIMAQCCIG GGGTGCCTAA 
OGCrCACIGC CULiCiTiOCA G?rOGGGAAAC 
CAAOGCXSCXSG GGAGAGGOGG TTIGOGPEATr 
TGAGACGGGC AACAGCIGAT TGCaTTTCAC 
G?rcCAOGCIG G?iTi«XXXA GCAGGC3GAAA 
AIAACAIGAG CT3GTCITCX3G TATOSiaGTA 
CAGCCO^GAC TOQCTAATCG aSOGCMTIGC 
CATOSCAGIG QGAA03ATCC CXriXftTTGAG 
GGCACICCAG TCX3CX!ITCXX: GTKXDGCEAT 
ATCCCAGCCA GCCAGAC3GCA GACXSaSCOSA 
GATITGCIGG TGACCXaATC OGACXIAGATC 
GGAGAAAAIA A3ACIGnGA TGGSICTCIG 
AITAGriGCAG GCAGCITCCA CAGGAAIGGC 
CAGCCCACIG AOGajETGOG CXSAGAAGAIT 
GCTiXJLTiUCT ACCATCXSACA CCACCAOGCT 
OGCOGC3GACA ATTIGOGAOG GOGOJDGCAG 
CAAOGACICT TIGCCOGCCA GTIGTIGIGC 
CATOGCOGCr TOCACiTi'iT GCOGOJiTiT 
GOGGGAAACG GflCIGATAAG AGACACC3GGC 
TrrCACATTC ACXIiACXXTGA ATIGACTCTC 
GTiTlGOSCC ATTC3GATCGT G 



CAACTIGCIG OGATTCrCAC CAAEAAAAAA 6240 
ATCCAGATCG AGTITCIGAGG TCATIACIGG 6300 
AI3ITGITATCT ATITAiTiTr CAAIAAATAC 6360 
AGGCAAAGAA AACCX3GGaGC TGAGGCOSGA 6420 
TGAGTDGAGCr AACrCAGATT AATIGCCTTG 6480 
CICTOGrrGCX: AGCIGCATrA ATGAAI03GC 6540 
GGGOGCXiaGG GIGCSTITITC TTITCACCAG 6600 
OGCCIGGCCX: TCAGAGACTT GCAGCAAGCC 6660 
ATCXTIGrriG AiaJDQOriG AOGGOGGGAT 6720 
TCCCACEACC GAGATATCOG CACXAAC3GOG 6780 
GCXXaCOXX: ATCTGATOjr TGGGAAOZAG 6840 
CATTrGCAlG GrTTGTIGAA AACOGGACAT 6900 
OSGCIGAAIT TGATTGOSAG TGAGATATIT 6960 
GACAGAACrr AZ^IGGGCCXDG CTAACAGOGC 7020 
CTCCAOGOCX: AGTOGOGTAC CX?ICITGATC 7080 
GICAGAGACA TCAAGAAATA AOGCOGGAAC 7140 
ATCCIGGrCA TCGAGOSGAT ACTTAAIGAT 7200 
GrGCACC3GCC GCITEACAGG CTTOGAOGCC 7260 
GGCACXXZAGT TGAT0GGC3GC GAGATniAAT 7320 
GGOCAGACTG GAGGIGGGAA OGCCAATCAG 7380 
CACaGCXSGTIG GGAATCEAAT TCAGCTCOGC 7440 
CGCAGAAAOG TGGCIGGCCr GGITCACCAC 7500 
AIACrCIGCXS ACarnDGTEATA AOGTHACIGG 7560 
TTCOGGOGCT ATCA3X3CGAT ACOGCGAAAG 7620 
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ART DER SBgCJENZrNucleotidsequenz (pKSELS) 
SBQOTNZrANGEiSeSl Baser^aare 

sriiaNGK»M:Einzelstrang 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 



i^JvTTTY-rAAA a3ITAMaTr TTOTEAAAftT TOGCJCTEAAA TTITICTrAA ATCAGCTCAT 

SSgcaaaa Tcccrna^ i^rcM^^ SS?^ 

SS^JS TGI^^S CTTIGGAACA AGAGTCCACT ATTAAAGAAC GTSGACTOCA 
S^?S^ SSSa^ SctATCAGG CSOGATCGCOC ACTAOGriGAA CXftTCAOOCT 
A^J^ SgTOOOCTA AAGCACEAAA TOGGAACCCr AAAGGGAGCC 

^S^^ SS?^ ggL^gccgg asAAo:^ 

SSS^ QGgS^G GCX3CIGGCAA GrTOEAGOGCT CAaSCTGOSC GEAACCACXS^ 
S^SS^ ^^^aSgCG SgCTACAGG GOGOSroCCA TTOGOCanC AGGCEAOGCA 
SS^S^ ^^^^^^ ^OGGGCCr CnCGCEATT AOGOCAGCIG GOGAAGGGGG 
r^^^ AMGO^TA AGTIGGGEAA OGOCAGGGIT TTCOCAGTCA OGACCTIGIIA 
fSSSS? SS^OTG TAATAOGACr CACTAIAGGG QSAATIGGAG CTOCAOOGOG 

Sct^TC GIGCACICrc ACTACAATCT GCTCIGATCC OGCAIfiGITA 
S?^^ ^CGCTACG TGACIGGGrC A3GGCrcOGC CCOGACACOC 

SSS^S ^^GOrc CCTGAOSGGC TTOTCIGCrC COGGCATCOS CTIACAGACA 

SctcoggS GCIGCATCIG TCAGAGGITT TCACCGICAT CACOGAAAOG 
SStTGIGA GCAATTCGrC OCITAAGTAA GOMTTCCIG 

^SSS S^^^ TTI^^ 
^SSS^ ^™CT^ CTTTCAMGG CXX3AGAGGA TCCGGCCAAG dTGCATGOC 1140 
^SS^ T^O^ TOGACGOCAT TAATAATCIT TTCOGIAA^ 1200 

J^S^^ ^^^^ ACAGGCOGrr TGAATCTIGA OGGGATCAAC AIAAIAAGCA 1260 
JSSSSS ^^^^ A^GGAGCA GGAAAGCGAG GGEATOOCAC AAAGTCCAGC 1320 
SJ^^SSf S^^^ AAOG^OGA OSAGCACGAG AGOGGTCAGT AGCAATCCAA 1380 

TCTKI^ AAIOCAAAAC G^J^ 1^^^° 
JSS^ ^ScCTCG AGGGGGGGCC OGCTACOCAG CrrnCTTCC CTTIACTGAG 1500 
S?^^C SgCTIGGCE TAATCAaCCT CAIAGCTCTT TOCIGTGTCA AATICTTOTC 1560 
S^^^S T^SSS AIAGGAGCOG GAAGCAIAAA GICTAAAGCC TCGGGIGCCT 1620 
SS^^ ^^CT^ T^StcGGT TCOGCICACr GCCJOGCnTC CAGTOGGGAA 1680 

^^Sg^ SmGAATOG GOCAAaSOGC GGGGAGAGGC GGinGOGEA 1740 
JSSSSS? SSSS^ TOGCICACIG ACICGCIGCE CTGGGrOGnT OGGCIGCEGC 1800 
SSS^S^ SSS^ ^SgOGGTAA TAOGGITATC CACAGAATCA GGGGAIAAOG 1860 
SSSS^ ^T^CA AAAGGCCAGC AAAAGGCXaC GAACOGEAAA AAGGCOGCCT 1920 
S^SS^ S???^ CTCQGCOCCC CIGAOSAGCA TCACAAAAAT CXSAOGCTCAA 1980 
3S?5?SS^ ^SSS^ aSgScTAT AAAGAIACCA GGOSrrCCOC CXITQGAAGCT 2040 
SS^^ SS^^ ^^^^ O^^OSG AIACXnGICC GCCnTCTCC 2100 
S^SSSS ^GQGOT TCTCAAIGCr CACGCICTAG GTATCTCACT TOGGICTAGG 2160 
^^^^ AACCCCCOGT TCAG<XOGAC CGCIGOGCXrr 2220 

?SSS^ G^3CAACC OSGEAAGACA OGACnAIOG CCACIGGCAG 2280 

JSSSS^ ^MGMT AGCAGAGOGA GGTATCTAGG OGGIGCEACA GAGnTCTIGA 2340 

?^C^aSc SS^GAA GGACACTTATT TCGTATCIGC GCTCIGCIGA 2400 

StoG^AAA aSgTIGCJEA GCTCTIGATC OSGCAAACAA AOCACOGCTG 2460 
TG^GCAGC AGATEAOGOS CAGAAAAAAA GGATCICAAG 2520 

SSSriTCr aSgGctSg AOGCTCAGTC GAACGAAAAC TCAOGTIAAG 2580 
^^^SSSSS tSaAAAGGA •TCTTCACXJEA GATCCrrrrA AATEAAAAAT 2640 

^^^^ SSScriG GICIGACAGT ^CCAAIGCT 2700 
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^AATCAGIGA GGCACCIATC TCAGCXSATCT C3ICTft3TrcG TICATCCATA CTTCrnrvan o^^n 
TGCCasrOSI GEAGAIftACr ACGAIACEGG AGGC3CITACC ATCTSn^ 
TCATAOCXSOG AGACXXS^OGC TCACOGGCIC ^^S^S ff '° 

^CGGCCGA GOGCftGAAGT GGTCXTCCAA CTTIMm3C SS^^ 
GTrocOQCSGA AGCIftGACTA AfSERGITOSC CftGrEAATftG TITCCgSac ^^^^ ?niS 
^^CJ^ CKEOSIGGIG TCAOGCKCT OST^^ SS^^ 3^60 
^"^^SE^EE ACATCATOOC CCATOITCIG AAAAAAMGG CTTA^^ Uto 
TC^CCTCC fflTOSnGTC AGMCTAA£3r IGGCXECftGr GT^CACTC 3^80 
CAGCACTGCA TAMTCTCTr ACTSICftTCC CATOCCTAAG AIGCmTCT CTR^S^ 
J^CraAC CAAGKMTC IGAGAMaCT ^^SSS 33oS 
OGT^MaOG GGMafllAOC GOMCACAIA GCAGAACTTT AA^TCCTC 3^fio 
t^SSS^ GGGGOGAAAA CTCTCAftGGA TCITACOGCr ^T^^ 3420 
AAOaCACTCG TGCAOOCAAC TGATCITCAG CftTCITITAC TTI^OCaf?^ ^Wt^^^ I 
GAGCAAAAAC AGGAAGGCAA AATCCXCCAA S^SS SSSS?^ 

^CTCAT Acrcnccrr TiTCAAaMT ot^^ t^?S^ ^^in 

""^^ 3\%°o° 

3681 
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Patentanspriiche 

1. Tragergebundenes rekombinantes Protein erhaltlich 
durch Expression eines Fusionsprotein-Gens in 
gramnegativen Bakterien, welches fur mindestens ein 
hydrophobe, nicht lytisch wirkende membraninte- 
grierende Proteindomane sowie ftir das rekombinante 
Protein kodiert und eines Gens, das fiir ein lytisch 
wirkendes Membranprotein aus Bakteriophagen, fur ein 
lytisch wirkendes Toxinreleasegen oder fiir lytisch 
wirkende Teilsequenzen davon kodiert, und Gewinnung 
des tragergebundenen rekombinanten Proteins aus der 
Kulturbriihe • 

2. Tragergebundenes rekombinantes Protein nach Anspruch 

1 dadurch gekennzeichnet, daB die Proteindomane eine 
alphahelicale Struktur besitzt und aus 14 bis 20 
Aminosauren besteht, die N- und C- terminal von je 

2 bis 3 0 beliebigen Aminosauren flankiert sein 
kann. 

3 . Tragergebundenes rekombinantes Protein nach den 
Anspriichen 1 oder 2 dadurch gekennzeichnet, daS das 
Fusionsprotein mindestens eine weitere Proteindomane 
enthalt, die aus 10 bis 16 Aminosauren besteht und 
eine B-Faltblatt-Sekundarstruktur besitzt. 

4. Tragergebundenes rekombinantes Protein nach den 
Anspriichen 1 bis 3 dadurch gekennzeichnet, daB die 
Proteindomane, die Aminosauren 1 bis 54 aus dem 
Protein E des Phagen PhiX174, die Aminosauren 21 bis 
75 aus dem Protein L des Phagen MS2 und/oder eine 
Aminsoauresequenz , die aus diesen Sequenzen durch 
Aminosaureaustausch erhaltlich ist und eine analoge 
Protein-Sekundarstruktur besitzt, enthalt. 
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5. Tragergebundenes rekoinbinantes Protein nach den 
Anspriichen 1 bis 4 dadurch gekennzeichnet , daB die 
Proteindomanen und das rekombinante Protein durch 
eine hydrophile Aminosaureseguenz mit 2 bis 100 
Aminosauren und ungeordneter Sekundarstruktur 
verbunden sind. 

6. Tragergebundenes rekombinantes Protein nach den 
Ansprxichen 1 bis 5 dadurch gekennzeichnet, daB das 
rekombinante Protein eine antigene Struktur 
aufweist • 

7. Tragergebundenes rekoinbinantes Protein nach den 
Anspriichen 1 bis 6 dadurch gekennzeichnet, daB an 
das rekombinante Protein ein nicht kovalent 
bindender Bindungspartner ftir dieses Protein, an dem 
gegebenenf alls noch weitere Substanzen kovalent oder 
nicht kovalent gebunden sind, gebunden ist. 

8. Tragergebundenes Protein nach Anspruch 7 dadurch 
gekennzeichnet, daB das rekombinante Protein 
Streptavidin oder Avidin ist. 

9. Tragergebundenes Protein nach den Anspriichen 7 und 8 
dadurch gekennzeichnet, daB der nicht kovalente 
Bindungspartner ein biotinyliertes Antigen ist. 

10. Rekombinante DNA, die eine erste DNA-Sequenz (DNA- 
Targetsequenz ) , welche fiir mindestens eine 
hydrophobe, nicht lytisch wirkende 
membranintegrierende Proteindomane codiert, eine 
zweite DNA-Sequenz (DNA-Proteinsequenz) , die fiir ein 
rekombinantes Protein kodiert, sowie eine unter 
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davon getrennter Kontrolle stehenden DNA-Sequenz 
(DNA-Lysegen) , die fur ein lytisch wirkendes 
Membranprotein aus Bacteriophagen oder ein lytisch 
wirkendes Toxin-release-Gen oder fur deren lytisch 
wirkenden Teile kodiert, enthalt. 

11. Verfahren zur Herstellung eines tragergebundenen 
rekombinanten Proteins, dadurch gekennzeichnet , daS 
in gramnegativen Bakterien ein Fusionsprotein, 
welches mindestens eine hydrophobe nicht lytisch 
wirkende membranintegrierende Proteindomane sowie 
ein rekombinantes Protein enthalt und ein lytisch 
wirkendes Membranprotein aus Bakteriophagen oder 
eines lytisch wirkenden Toxinrelease Gens oder 
lytisch wirkender Teilsequenzen davon exprimiert 
werden und das tragergebundene rekombinante Protein 
aus der Kulturbrtihe gewonnen wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
daB mindestens ein weiteres Gen eines rekombinanten 
Proteins exprimiert wird. 

13 . Verfahren nach den Anspruchen 11 oder 12 dadurch 
gekennzeichnet, daB bei der Kultivierung die 
Aktivitat des lytischen Membranproteins inhibiert 
Oder die Expression des lytisch wirkenden 
Membranproteins oder Toxingens reprimiert wird und 
zu einem gewiinschten Zeitpunkt die Inhibierung oder 
Repression aufgehoben wird. 

14. Verfahren nach den Anspruchen 11 - 13 dadurch 
gekennzeichnet, daB das tragergebundene Protein mit 
einem gegebenenf alls derivatisierten Bindungspartner 
fiir das tragergebundene Protein inkubiert und das 
entstandene tragergebundene Konjugat isoliert wird. 
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15. Verfahren zur Herstellung von Antikorpern dadurch 
gekennzeichnet, daB ein Saugetier mit einem 
tragergebundenen Protein nacti den Anspriichen 1 bis 9 
immunisiert wird und die Antikorper aus dein Serum 
Oder der Milz gewonnen werden. 

16. Verfahren zur Herstellung von Antikorpern nach 
Anspruch 15 dadurch gekennzeichnet , daB B- 
Lymphozyten der immunisiert en Tiere in Gegenwart 
von transfomierenden Agenzien, mit einer geeigneten 
Zellinie fusioniert werden, die gewiinschte 
Antikorper produzierende Zellinie kloniert und 
kultiviert wird und aus den Zellen Oder dem 
Kulturiiberstand die Antikorper gewonnen werden. 

17. Verwendung der tragergebundenen Proteine nach den 
Anspriichen 1-9 zur Herstellung von Vakzinen. 

18. Vakzin, erhaltlich nach den Anspriichen 1-9. 
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